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　Mobilization　of　intracellular　Ca2’　in　endothelial　cells　is　believed　to　play　a　central　role　in
histamine－induced　inflammation．
　Using　cultured　human　umbilical　vein　endothelial　cells　（HUVEC）　we　performed　fluorescent
determination　of　cytosolic　Ca2’　to　elucidate　regulatory　mechanisms　of　Ca2’　mobilization．　Occu－
pancy　of　Hi　histamine　receptor　induced　complex　responses　including　Ca2“　一influx　and　rapid　Ca2’
release　from　intracellular　Ca2’　pool　and　long－lasting　reduction　in　cytosolic　Ca2’，　which　is　probably
attributable　to　refilling　of　Ca2’　into　the　Ca2’　pool．　The　Ca2’　release　mechanism　of　HUVEC　is　found
to　be　unique．　Firstly，　TMB－8，　an　intracellular　calcium　antagonist，　failed　to　antagonize　histamine－
induced　Ca2’．　Furthermore，　ryanodine，　a　potent　inhibitor　of　Ca2’一　induced　Ca2’　一release，　was　also
ineffective．　Several　lines　of　evidence，　however，　support　inositol　trisphosphate　（IP3）　involvement　in
histamine－induced　Ca2’　release　in　HUVEC．　These　results　suggest　that　refilling　of　Ca2’　is　so　rapid
that　the　depletion　of　the　Ca2’　pool　of　HUVEC　dose　not　occur　easily．
序 論
　血管内皮細胞は血管壁の最内層に位置し，血流中
の物質あるいは血球成分の血管壁透過を調節するの
みならず，それらとの相互作用を通じて凝固線溶系
の調節，免疫系への関与など生体の恒常性維持にお
いて，多彩で動的な生理学的機能を営んでいる．
　以前より，炎症を惹起する多くの内因性ないし外
因性の活性物質が血管内皮細胞に作用し，形態変化
を含む一連の複雑な反応を起こす事が知られてい
（1994年11月30日受付，1994年12月14日受理）
Key　words：ヒト膀帯静脈由来内皮細胞（Human　Umbilical　Vein　Endothelial　Cells：HUVEC），蛍光カルシウ
ム指示薬（Fura　2），細胞質遊離カルシウムイオン（Cytosolic　Ca2＋），ヒスタミンH、受容体（Histamine　Hl
receptor）
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た1）2）が，さらに近年，内皮細胞由来の強力な血管作
動物質である内皮細胞由来血管弛緩因子（EDRF）
やエンドセリン，プロスタグランディン12などに関
する研究の進歩を契機とし，血管収縮・拡張に対す
るその積極的な役割解明が急速に進行しっっあ
る3）4）．
　こうした進歩と共に，Fura　2法による細胞質
Ca2＋動態のreal　time測定技術の確立は，ホルモン
や化学伝達物質の分泌機構の解明に強力な手段を提
供した5）．我々は，このFura　2法により，ヒト膀帯
静脈内皮細胞を用いて，各種アゴニスト中，ADP
（100μM以上），ATP（100μM以上），ヒスタミン
（0．1μM以上）そしてthrombin（0．01　U／ml以上）
の刺激により著明な細胞質遊離Ca2＋の上昇を認め
たことを既に報告した6）．本研究では，前記実験にお
いて再現性よく最も鋭敏な反応を惹起したヒスタミ
ンに着目し，その炎症時における血管透過性増加，
内皮細胞収縮作用との関連より，ヒスタミン刺激に
よる細胞質Ca2＋動態を観察し，その性質を解明す
ることを目的とした．
材料と方法
　血管内皮細胞としてヒト膀帯静脈血管内皮細胞
（HUVEC，クラボウ社）を購入し，実験に供した．
細胞は，35㎜ペトリディッシュ（Lux社）に低血
清内皮細胞増殖培地（E－GM　UV，クラボウ社）を
1．5ml加え，5％CO2，37℃の条件で培養を行い，
3代～7代継代したものを実験に供した．実験には，
1週間から10日間培養し，類円型ないし楕円形の小
型な細胞が，典型的な敷石状配列で一層性に増殖し
た状態の細胞（H：UVEC　monolayer）を使用した．
　細胞内カルシウムの測定は，Fura　2－AMを用い
た橋口ら7）の方法により行った．すなわちHUVEC
monolayerが増殖したディッシュに10μM　Fura　2
－AM含有Krebs液1．5　mlを入れ，1時間インキュ
ベートした後Nikon　TMD　EFQ倒立顕微鏡のステ
ージに乗せ，Krebs液にて潅流下，ディッシュ上の
数個の細胞集団の蛍光を測定した．二波長の励起光，
340nm及び380　nm，で1秒毎に50　msecの持続時
間で交互に励起し，蛍光を510nm　（バンド幅20
nm）干渉フィルターを用いて測定した．この二波長
の励起光による蛍光強度の比を，F340／F380として
表した．計測時，ディッシュ内は35～37℃に保ち，
通気し酸素を飽和させたKrebs液を毎分6～7　ml
で潅流した．正常Krebs液の組成は以下のとおりで
あり（mM）NaCl，127；KC1，1．9；CaC12，2．4；
MgSO4，　1．3；glucose，　11．2；HEPES－buffer，　25，
またCa2＋除去液としてCaC12を除き2mM　EGTA
を加えた液（無Ca2＋／2　mM　EGTA液）を使用した．
　静止時のF340／F380は，　HUVECのロットそして
使用したペトリディッシュによって異なったことか
ら，細胞質Ca2＋との関係は実験毎に異なり，必ずし
も単純ではなかった．そこで本実験：においては，薬
物等の効果は同一ロットのHUVECを用い，　paired
t－testにより有意差検定を行った．可能な場合には，
F340／F380の値として平均値と標準偏差を示した．
　ヒスタミンおよびryanodineは和光純薬工業，
EGTAとFura2－AMは同仁化学研究所，　prometh－
azineおよびcimetidineはSIGMA社，　TMB－8は
Aldrich社の製品を使用した．
結 果
　1）　ヒスタミン誘起細胞質カルシウム変動の性質
　Fura　2－AM添加完了後，　HUVEC　monolayerは，
Krebs液により5分以上潅流して細胞外のFura　2－
AMを除去した後，　F340／F380の測定を行った．正
常Krebs液中でのF340／F380は安定であり，自発
性の変動あるいは周期的な変化は見られなかった．
　ヒスタミンは，0．1μM以上の濃度において，
HUVEC　monolayerのF340／F380の変化を誘起し
た．10μMヒスタミンによる典型的応答を図1Aに
示した．20秒間の潅流（図1A左）に応答して，急
激なF340／F380の増加が起こり，30秒以内でピーク
に至った．
　潅流停止後急速にF340／F380は減少し，ヒスタミ
ン刺激前のレベルよりも減少した．ヒスタミン潅流
時間を180秒に延長すると，三相からなる複雑な
340／F380の変化を示した（図1A右）．すなわち潅
流開始直後より急激なF340／F380の増加が起こり，
数十秒以内にピークに達した（第一相：ピーク）．そ
の後，次第にF340／F380は減衰し，潅流3分後には
ほぼ一定の値となった（第二相：プラトー）．ヒスタ
ミン潅流を停止するとF340／F380は急激に減少し，
ヒスタミン潅流前の値より小さくなり，その後ゆっ
くりと回復した（第三相：アンダーシュート）．第三
相は，ヒスタミン潅流時間が長いと増大延長する傾
向が認められた．
　ヒスタミンの10秒間の間漱的潅流に対するピー
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Fig．　2．　Histamine　dose－response　curve　of　peak
　　increase　in　F340／F380．　Means　from　three
　　separate　experiments　were　plotted．
RioptM　fi 巨 fi　fi
　O．1　　0　10　20　minFig．　1．　Effect　of　histamine　on　F340／F380　in
　　HUVEC　monolayer．　A：histamine　（H），　at　a
　　concentration　of　10　u　M，　induced　triphagic
　　change　in　F340／F380，　B：desensitization　of
　　histamine－induced　change　in　F340／F380．
ク応答は疲労を示した（図1B）．この例では10μM
ヒスタミンを3分おきに投与したが，2回目以降の
F340／F380応答のピークは最初に比べて80％の大
きさとなった．この疲労は持続性で，ヒスタミンの
潅流間隔を30分としても取り除けなかった．疲労の
影響を避ける為，最初のヒスタミン応答を得た後，
2回目の応答を対照として以後の応答と比較した．
　ヒスタミンは，O．1から10μMの濃度域において
用量依存性にピークの増大を誘起した（図2）．用量
一応答曲線は3例の平均を示したが，大部分の
monolayerで，0．1μM以上のヒスタミンによって
確認可能なピーク反応が出現し，10μMヒスタミン
投与により最大反応が得られたことから，以後の実
験においては，10μMの濃度を用いてヒスタミン応
答を検討した．10μMヒスタミンによりF340／F380
は静止時の0．213±0．022から0．476±0．021へ有意
に増加した（p＜0．001）．
　2）　ヒスタミン応答の薬理学的性質
　ヒスタミンによる細胞質Ca2＋増加に関与する受
容体機構を確定するため，H1受容体拮抗薬である
promethazineとH、受容体拮抗薬である　cimeti－
dineのヒスタミン応答に対する作用を検討した．
　promethazineは0．1から1μMの濃度域におい
て特異的にヒスタミン応答を抑制した（図3A）．0．1
μMpromethazine存在下では，10μMヒスタミン
応答は対照の33±12％（n＝4）に抑制をうけた（p＜
O．005）．
　1μMでは，ヒスタミン応答は完全に消失したが，
その作用は可逆的であった（n＝6）．しかしながら，
promethazine　10μMはヒスタミン以外のアゴニス
ト，例えばATPやthrombinによる応答も抑制し
たので，高濃度では細胞質Ca2＋増加に対して非特
異的抑制作用が存在すると考えられた
　一方，H2受容体拮抗薬であるcimetidineは，1
μMから10μMの濃度域でわずかな抑制を示した
が（n＝3），40μMの高濃度においても，ヒスタミ
ンによるピーク応答を完全に抑制することはできな
かった（図3B）．
　3）　ヒスタミンと細胞質Ca2＋変動
　ヒスタミン刺激による細胞質Ca2＋増加のメカニ
ズムとして，細胞外からのCa2＋の流入あるいは細
胞内Ca2＋貯蔵部位よりの放出機構が考えられる．
　無Ca2＋／2　mM　EGTA液によるヒスタミン応答
に対する効果の典型例を（図4）に示す．ヒスタミン
10μMによるピーク応答を記録した後，潅流液を無
Ca2＋／2　mM　EGTA液とするとF340／F380はゆっく
りと減少し，数分後に一定となった．無Ca2＋／2　mM
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　　of　the　histamine　response．
EGTA液潅流により，静止時のF340／F380は
0．30±0．06から0．24±0．04（n＝6）へと有意の減少
を示した（p＜0．001）．また無Ca2＋／2　mM　EGTA液
に溶解したヒスタミンを潅流すると，第一相，一過
性のF340／F380増加，は軽度の抑制を受けたもの
の，消失することはなかった．
　HUVECは，高カリウム液刺激に対してF340／
F380の増加を示さないことから　（n＝5），　Voltage
dependent　Ca2＋channel（VDC）が欠如していると
考えられる．
　VDCの阻害効果を始めとしてCa2＋に対する拮
抗作用を持つLa3＋を20μM加えた潅流液中でも，
ヒスタミンによるピーク応答は無Ca／2　mM　EGTA
液中とほぼ変わらなかった（図4）．
o　lo　20　30　40　minFig．　4．　Effect　of　Ca2’　free／2　mM　EGTA　solu－
　　tion　and　La3’　on　basal　and　histamine－induced
　　changes　in　F340／F380．
　ヒスタミンによるピーク応答には，細胞外からの
カルシウムイオンの流入が寄与するものの，細胞外
カルシウムの存在は必須ではなく，細胞内のカルシ
ウム貯蔵部位よりの放出が示唆された．そこで細胞
内のCa2＋貯蔵部位の薬理学的性質の検討を行っ
た．
　ryanodineは30から100μMの濃度で，　HUVEC
の静止時F340／F380を増加させる作用を示した（図
5A）．F340／F380の増大は一過性の増加が先行し，そ
の後も持続を示すことが多く，この作用は
ryanodine洗浄後も維持された．30μM　ryanodine
潅流のF340／F380は，投与前の0．40±0．07から
0．46±0．08（n＝8）に増加した（p＜0．005）．
　しかし，ヒスタミン刺激に対するピーク応答は，
ryanodine処理により何ら影響を受けなかった
（n＝8）．（図5A）に示した例では，1μMヒスタミ
ンを180秒おきに20秒間潅流し，30μMryanodine
を加えてその効果を見た．ryanodine投与直後より
静止時F340／F380増加が見られ，細胞質Ca2＋の上
昇が窺えるが，ヒスタミンピーク応答には影響がな
かった．ryan・dineの濃度を100μMに増加した場
合においても，顕著な抑制は見られなかった（n＝
3）．一方，ヒスタミン応答の第三相（アンダーシュ
ート）は，ryanodine処理により増強を受けたが（図
5A），この結果は静止時F340／F380上昇による二次
的なものと推定される．
　TMB－8は細胞内貯蔵部位からのカルシウム放出
を抑制することから，細胞内カルシウム拮抗薬とし
て知られている．HUVECにおけるヒスタミン応答
に対するTMB－8の作用を調べた．
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　　basal　and　histamine－induced　changes　in
　　F340／F380．　A：ryanodine，　30　mM，　induced　a
　　transient　and　sustained　rise　in　F340／F380，
　　while　the　histamine－induced　responses　were
　　not　affected．　B：TMB－8，　100　mM，　induced
　　only　a　sustained　rise　in　F340／F380　without
　　affecting　the　histamine－induced　response．
　TMB－8は静止時のF340／F380を増加する作用を
示した．しかしながら，ryanodineとは異なり一過
性のF340／F380増加は見られず，投与後からゆっく
りとした増加が起こり除去後には速やかに元のレベ
ルに復帰した（図5B）．100μMTMB－8を投与した
6例の平均では，F340／F380は0．27±0．07から
0．31±O．09に増加した（p〈0．05）．しかしながら，
ヒスタミン応答はTMB－8投与により抑制を受けな
かった（図5B）．
考 察
1）HUVECにおける細胞質Ca2＋変動のパター
　ン
HUVECはヒスタミンに応答して，三相からなる
複雑なF340／F380の変化を起こした（図1A）．第一
相のピーク応答および第二相のプラトー性のF340／
F380増加は，それぞれ一過性そして持続性の細胞質
カルシウム増加を示唆した．その結果はRotrosen
とGallinがquin2を，　JacobらがFura2を用いて
報告した成績とよく一致していた8）9）．その仕組みと
して，形質膜のCa2＋透過性増大によるCa2＋流入の
増加と細胞内Ca2＋貯蔵部位よりのCa2＋放出の二
つが重要な役割を果たしているとされている．
　さらに本実験では第三相（洗浄後アンダーシュー
ト）として観察されたように，ヒスタミン刺激によ
る細胞質Ca2＋の減少が認められた（図1A）．この
減少はヒスタミン除去後も数分間持続するゆっくり
した減少であり，H、受容体占有あるいは細胞質
Ca2＋増加により，トリガーされた機構によると想像
される．
　細胞質Ca2＋の調節は，形質膜のCa2＋チャネルと
Ca2輸送系（Ca2＋ポンプとNa＋／Ca2＋交換機構i）に
加え，細胞内の　Ca2＋放出と貯蔵機構（小胞体と
mitochondria）が関与する複雑な仕組みであるが，
細胞外からのCa2＋の流入抑制，細胞外へのCa2＋排
出の促進，細胞内でのCa2＋貯蔵部位からの放出の
抑制，あるいは再吸収の促進のいずれもが，アンダ
ーシュート形成を説明し得る．
　一方，細胞外の　Ca2＋を除去することにより，
HUVECの静止時F340／F380は速やかに減少を認
めた（図4）．この結果は無刺激時においても，細胞
質Ca2＋濃度を維持するために，細胞外からのCa2＋
の持続的流入が起こっていることを示している．
　HUVECは高カリウム液刺激により，細胞質Ca2＋
が変化しないことから，膜電位依存性のCa2＋チャ
ネルは存在しない．したがって，H1受容体と結合し
たReceptor－operated　Ca2＋channel（ROC），　Ca2＋
1eak　pathway　あるいは　stretch　activated　Ca2＋
channelが静止時におけるCa2＋流入に関与してい
ると考え れる16）．ヒスタミンH、受容体が関与す
る反応のうち，カルシウムイオンが重要な役割を果
たしている反応系として，第一に，Ca2＋／calmodulin
系がある．この系を通じて活性化されたミオシン軽
鎖リン酸化酵素（MLCK）の働きにより最終的に
は，内皮細胞の収縮そして透過性増大が起こる14）．第
二の系として，phosphatidilinositol（PI）turnover
の促進から，diacylglycerol（DAG）と細胞質Ca2＋
増加によるproteinkinaseC（PKC）の活性化が示唆
（5）
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されている15）．さらに活性化PKCにおいては反応
系へのポジティブ，ネガティブフィードバックなど
の多彩な作用が予想される．ヒスタミン刺激に対す
る細胞質Ca2＋応答におけるアンダーシュート形成
の機序としてH1受容体の脱感作による開口状態の
ROCの減少も考慮され，　PKCの活性化によりCa2＋
流入が抑制されるとの報告17）とも併せ，細胞質
Ca2＋濃度維持におけるPKCの役割の解明が重要
である．
　2）　ヒスタミン応答と脱感作
　HUVECにおいて，ヒスタミンによるピーク応答
の疲労は，初回投与に続く二回目のヒスタミン応答
にのみ出現し（図1B），投与間隔が180秒の場合に
は二回目以後のヒスタミン応答はほぼ一定になっ
た．Ca2＋貯蔵部位におけるCa2＋の枯渇が疲労の原
因であれば二回目以降のピーク応答についても，さ
らに枯渇が進むはずであり，ピーク応答の減弱は累
積的に起こることが予想される．従って，このピー
ク応答の疲労を，細胞内貯蔵部位におけるCa2＋の
枯渇により説明することは困難である．
　ヒスタミンH、受容体は脱感作を起こし得ること
が各種組織で示されている’0）11）12）．平滑筋において
は細胞内貯蔵部位におけるCa2＋の枯渇ではなく，
H1受容体そのものの脱感作であることが示されて
いる10）．
　H、受容体の脱感作がPKCによる可能性を示唆
する報告11）13）と否定する報告が共にあり，最終的な
判断は不可能であるが，H、受容体とPKCの関係は
重要な問題である．
　3）　ヒスタミン応答と細胞内Ca2＋貯蔵部位
　細胞内のCa2＋貯蔵部位については，近年，薬理学
的研究が進みその性質が次第に明らかとなってきて
いる．HUVECにおいても，ヒスタミンがH、受容
体と結合することにより，PI　turnoverが活性化を
受けIP3とDAGが生成し，一連のkinase　cascade
actionが起こることが知られてきた15）18）．　IP3は細
胞内カルシウム貯蔵部位からCa2＋放出を起こし，
PKCを活性化することが多くの細胞系で確立して
いる．
　HUVECに存在する細胞内カルシウム貯蔵部位
の性質を，ryanodineとTMB－8により検討した．
前者は骨格筋の筋小胞体に存在するCa2＋チャネル
に特異的に結合し開口固定することが知られてい
る19）．
　平滑筋においては，細胞内カルシウム貯蔵部位に
はIP3によって特異的にCa2＋放出が起こるSβcom－
partmentとともに，　IP3に加えてCa2＋あるい
はカフェインにてもCa2＋放出が起こるSα　com－
partmentが存在することが知られている．その際，
ryanodine処理によりSαcompartmentのCa2＋チ
ャネルを開口固定し貯蔵Ca2＋を枯渇するとアゴニ
スト誘起Ca2＋放出は消失することから，　Sαcom－
partmentがアゴニスト誘起Ca2＋放出に関与する
と解釈されている20）．また鳥類の小脳プルキンエ細
胞においても平滑筋の場合と同様な2種類の細胞内
カルシウム貯蔵部位の存在が報告されている21）．
　HUVECにおいてはryanodine処理により，静
止時細胞質Ca2＋の増加が起こることから（図5A），
ryanodine感受性細胞内カルシウム貯蔵部位の存在
が示唆された．Ryanodineは形質膜のカルシウムチ
ャネルに対する作用は無いため，Sαcompartment
のCa2＋チャネルに特異的に結合し，チャネルを開
口することにより貯蔵Ca2＋の放出を起こしたと解
釈できる．
　しかしながら，ryanodine処理によりヒスタミン
誘起細胞質Ca2＋増加の抑制は起こらなかった（図5
A）．
　この結果からHUVECにおいては，平滑筋とは異
なりSαcompartmentはヒスタミン誘起Ca2＋放出
には関与せず，Sβcompartment中の貯蔵Ca2＋が
放出されていることが示唆される．
　TMB－8によっても，ヒスタミンによる一過性細
胞質Ca2＋増加は抑制を受けなかった．　TMB－8の作
用機構序については定説がないが，細胞質Ca2＋の
キレート作用あるいは小胞体
膜のCa2＋チャネル阻害が考えられ，細胞内Ca2＋阻
害薬と称されている21）．HUVECにおいては，TMB－
8が持続的な静止時細胞質Ca2＋増加を起こした（図
5B）ことから，細胞内Ca2＋貯蔵部位からのCa2＋放
出作用あるいは形質膜のCa2＋透過性上昇作用を持
つ可能性がある．いずれにしても，ryanodineとは
異なり，広い範囲の組織においてアゴニスト誘起
Ca2＋放出を阻害する事が知られている22）．しかしな
がら，HUVECにおけるヒスタミン応答はTMB－8
によっても阻害をうけなかった．
　HUVECの細胞内Ca2＋貯蔵部位は，　ryanodine
およびTMB－8のCa2＋枯渇作用あるいはCa2＋阻
害作用に対して抵抗性を有する点で特異である．
（6）
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　HUVECでは，細胞外Ca2＋に依存し，極めて速
い時間経過で細胞内Ca2＋貯蔵部位に再負荷が生ず
る事が報告されている24）．この再負荷機構により，
ryanodineあるいはTMB－8作用下においても枯渇
作用を打ち消し，ヒスタミン応答を維持している可
能性が考えられる．また再負荷機構は，一方で細胞
質Ca2＋の速やかな除去に寄与し得ることから，ヒ
スタミン洗浄後に見られたF340／F380のアンダー
シュートを形成する可能性も示唆される．
結 語
　1）HUVECに対するヒスタミン刺激における細
胞質Ca2＋の三相性の反応，とりわけアンダーシュ
ート形成に関与してPKCの役割が重要と思われ
た．
　2）ヒスタミン刺激によるピーク応答の疲労の機
序としてHl受容体の脱感作が示唆され，　PKCとの
関連も考えられた．
　3）ryanodineおよびTMB－8に対する特異な反
応からHUVECにおける細胞内Ca2＋貯蔵部位の異
なるcompartmentの存在，および極めて速いCa2＋
再負荷機構の存在が考えられた．
　HUVECにおける特異な細胞質Ca2＋動態に関し
て，DAGおよびPKC以後の情報伝達経路との関
連も含め，細胞内貯蔵部位へのCa2＋の負荷と放出
の機構のさらに詳細な解明が望まれ，ヒスタミン誘
起Ca2＋放出に関与するcompartmentの決定につ
いては慎重な検討が必要と思われる．
　稿を終えるにあたり御指導頂きました恩師伊藤久
雄教授，ならびに生理学第一講座登坂恒雄教授に深
謝申し上げます．また御協力・御内捷頂きました第
三内科の諸先生方および野本さい子氏に感謝申し上
げます．
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